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　　Ohcofetal　antigen（s）was　found　to　be　expressed　on　the　surface　of　MCA－induced　safcolna　cells．　The
nature，　especia11y　the　imlnunogenicity　was　investigated　and　the　following　results　were　obtained．
　　（1）Anti－embryo鼻era（AES）which　were　cross－reactive　between　tulnQr　and　fetal　cells　were　Qbtained
by　immunizing　rats　with　syngeneic　fetal　cells　of　mid　gestation．
　　（2）Immu灯ofiuorescence　studies　and　complement　depe．ndent　cytotoxicity　test　revealed　that　AES　reacted
with　MCA－induced　tumor　cells（KMT－17，　KMT－50）and　fetal　c．ells　of　the　16th　day，　but　did　n．ot　react
w玉th　fetal　cells　of　the　10th　day　and　normal　aduIt　thymus．cells．　By　the　absorpt量on　test，　it　was　demonst．rated
that．　KMT－17　and　KMT－50　cells　had　the　same　absorptive　capability　against　AES．
　　（3）The　same　studies　w’ith　multiparous　sera（MPS）alsQ　revealed．that　MPS　reacted　with　tumor　cells
and　its　reactivity　tended　to　increase　according　to　the　frequencie．30f　pregnancy．　The　activity　o正abs．orp－
tion　against　MPS　was　high　with　fetus　of　the　16th　day　but　weak　with　the　13th　and　the　14th　day．　No
activity　was　seen　with　placenta　of　the　14th　and　the　16th　day．
　　（4）Some　normal　sera　of　adult　rats　were　cytotoxic　against　syngeneic　tumor　cells　bu．t　no　positive
丘11ding　was．　obtained　by　indire．ct　immunofluorescen．ce　using　FITC一．conjugated　anti　IgG　serum．
　　（5）Induction　of　tumor　transplantation　re．si．stance　failed　in　rats　immunized　with　syngeneic　fetal
tissues．　From　these　results，　it　is　con丘rmed　that　oncofetal　antigen（s）is　expressed　in　most　Of　chemica1－
Iy　induced　tumors　and　that　immunization　with　syngeneic　fetus　is　able　to　induce　humoral　antibody　which
cross－reacts　with　tumor．s　and　fetus，．　but　no　strong　resistance　against　tumor，　such　as　rejection　of　tu皿or，
is　induced．　　　　　　　　　　　　（Recdved　on　December　19，1977　and　accepted　on　January　18，1978）
1．緒 言
　腫瘍細胞に腫瘍抗原が存在するという事は，主として近
交系動．物を用いた仕事により証明され，今や定説となって
いる．最初は腫瘍抗原が個々の腫瘍に特異的（individually
spec薫。）であると老えられていたが1μ3），発癌：方法あるい
は解析手技の変遷につれ，腫瘍細胞間あるいは腫瘍細胞一
胎児細胞間に交叉反応性を示す抗原も存在することが確認
され4酎8）孕腫瘍関連抗原（tu皿or　associated　antigen二
TAA）と呼ばれるようになった．この腫瘍関連抗原と呼
ばれるものは多くの抗原を包括しており，癌・胎児抗原
（onco－fetal　antigen）も含まれている．
　ヒ1・では，大腸癌で出現するGold　and　Freedmanの
carcin・一embryonic　anti．gen（CEA＞9・lo），肝癌およびyolk
sack　tumorが産生するα一fetoprotein11・12）が良く知ら
れており，その他の胎児性蛋白についても研究が進行しつ
つある13）．実験動物でも癌・胎児抗原に関する報告は多
い14～16＞，さらに，経産動物の血清およびリンパ球が胎．児細
胞と反応するばかりでなく腫瘍細胞とも反応することが報
告され1㍗鋤，この胎児抗原の腫瘍．免疫にお．ける役割に多く
の興味が寄せられている・ヒトでも同様の報告があり25），
癌・胎児抗原の存在は癌化した細胞にかなり一般的に見ら
れる現象らしい．問題は，このように腫瘍細胞に発現して
いる胎児抗原が担癌宿主に認識されて免疫応答を惹起させ
るか．どうかということである．もしそうならば腫瘍細胞の
拒絶へとつらなる可能性があり，癌細胞の免疫学的抑制の
一つの手段となるかもしれない．
　われわ．れは自家および同系ラット腫瘍系を用い，担癌
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宿主における免疫反応を様々な角度から検索している
が26，2η，本研究ではラットのメチルコラントレン誘発腫蕩
細胞における胎児性抗原の証明と，その移植抗原としての
役割を検討することに主眼をおいた，
　α一fetopr・tein，　CEAの発見が癌の診断に広く有用性
を発揮していることは周知のごとくであるが，本研究は癌
の診断だけでなく，癌の治療における胎児性抗原の意義を
基礎的に検討したものである．
2．　実験材料および方法
2・1実験動物
近交系ラットのWistar－King　Aptekman（WKA）およ
びBu髄loの2系統を用いた．継代と近交系の維持は厳
密な兄妹交配（brother－sister　mating）により行なわれて
いる．これらラットの主要組織適合抗原系（majQr　histo－
compatibility　antigen）はR抗原系と呼ばれ，既に確立
したものである28・29）．WKAではRw，　Bu妊aloではRB
と略される．
2・2腫　　瘍
　主として用いたのは，化学発癌剤のmethylcholan－
threneでWKAラットに誘発した線維肉腫の腹水型移
植腫瘍KMT－17（北大病理で確立），およびKMT－50（当
教室で確立）である．
　このほかに，BufFalQラットにメチルコラントレンで誘
発した線維肉腫（BMT－2），　WKAに3’一methyl－4－dime－
thylaminoazobenzene（DAB）で作った肝癌（いずれも当
教室で確立），DAB肝癌の腹水型移植腫瘍KDH－9（北大
癌研病理より供与）を使用した．腹水型のものは1×106の
腫瘍細胞を3日間隔で同系ラットの腹腔に移植し，固型腫
瘍は腫瘍の細片を同系ラット背部皮下に移植することで継
代している・いずれの腫瘍も遠隔転移は全くおこさない．
2・3　腫瘍特異抗血清の作製
　方法は武田ら30）の結紮開放法を用いた．すなわち，1×
107／m♂に調整した腫瘍細胞浮遊液を0．1m♂同系ラット背
部皮下に移植し，10～14日後（腫瘍直径約1cm）に腫瘍を
結紮し，24時間後に開放する．傷の回復をまって再度1x
106の腫瘍細胞を背部皮下に移植し，腫瘍が拒絶されれぽ
次第にその細胞数を増しながら追加免疫を行なった．約10
回以上の免疫により大部分のラットは1x108の腫瘍細胞
をも拒絶した．免疫ラット血清はエーテル麻酔下で心穿刺
により採血し，4℃で血清分離後遠心分離して得た．血清
は分注し，一70。Cで保存，使用する際に56。Cで30分間
処理した．
2・4　胎児抗原による免疫
　2・4・1　抗胎児血清の作製
　在胎14～18日の胎児を用いて近交系間で免疫を行った．
免疫動物は性差による問題31・32）を除くために，WK：A雄
（体重120～150g）を使用した．兄妹交配により得られた
WKAの胎児は胎盤，羊膜を取り除き細切され，21　G注
射針を数回通過させて，できるだけ単離するようにつとめ
た．胎児細胞はDulbecco’s　PBSを用い，遠心をくり返
して洗浄後，0．5～1匹の胎児が11nZのPBS浮遊液とな
るように調整し，その1mZをラット背部皮下数ヵ所に注
入した．
　5～7回の免疫後，エーテル麻酔下で採血された抗胎児血
清（anti－embryo　sera：AES）は，前項の抗腫瘍血清と同
様に処理，保存された．
　更に，免疫効果を上げるために次の2つの方法が試み
られた．
　2・4・2Freund’s　complete　ad3uvantの使用
　前項の如く。．5～1胎児／0．5m♂PBSを調整し，これに等
量のFreund’s　complete　adjuvant（FCA）を加えてエマ
ルジョンを作製した．WKAラットの背部皮下に隔週で
7回免疫を行い，8回目はFCA（一）で最終免疫を行い
その8日後のラットを実験に使用した．胎児は14日未
満（A群），16～18日（B群）に分けられてその免疫効果を
比較した．対照には成熟WKA雄ラットの肝ホモジェネ
ートにFCAを加えたもの（C群）とPBSにFCAを加え
たもの（D群）を置き比較検討した．肝はVertis’homo－
genizerで軽く組織を破壊し（2，000回転，3～5分），滅菌
ガーゼで濾過したものを良く洗浄後，沈渣の量を胎児組織
と同一条件に調整して使用した．
　2・4・3　X線照射胎児細胞の使用
　ここでは胎児細胞を母体とともに致死量のX線を照射
（1，000R）することで細胞が静止することを図り7・33卍37），使
用した．対照には同一条件で処理されたWKA雄ラット
の肝を使用した・免疫方法は前項に準じたが，FCAは使
用せず毎週1回，5回追加免疫を行い，最：終免疫より8日
目の動物を実験に使用した．
2・5　抗組織適合抗原血清
　B雌aloラットをWKA由来の細胞で免疫し，　WKA
ラットの組織適合抗原（RW）に対する抗血清（Antl－RW）を
作製した・方法は，WKAラットの脾，リンパ節および
胸腺を取り出し，鋏で細切後2枚のガラス板間で軽く圧迫
してリンパ球を単離し，ピペットで良く撹拝してからガー
ゼで濾過して組織塊や細胞塊，結合織を取り除いた・得ら
れた細胞浮遊液は遠沈をくり返してPBSで良く洗浄後
1×108／mZの細胞濃度に調整した．この細胞浮遊液1mZを
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Buffaloラット背部皮下に注入し，抗体価を試験採血で検
定しながら毎週1回，追加免疫を行なった．得られたアロ
抗血清は主として陽性対照として蛍光抗体法，細胞障害試
験に用いられた．
2・6　経産ラット血清
　成熟ラットには存在しない抗原が胎児に発現されている
なら，その胎児を宿している母体が胎児抗原に感作されて
いることは充分に考えられる・
　ここでは経産ラット1血清（parous　or皿ulti－parous
sera：MPS）を含め，広くWKAラットの血清を検索し
た．また，経産血清は妊娠末期のラットより採血した．他
系統ラットのMPSとして5回目の妊娠末期のBu任alo
ラットについて検索した．採血はエーテル麻酔下に尾先端
部を切断して行った．1m揃後の血液が得られるが，血清
は前述のごとく処理のうえ保存された．
2・7　細胞障害試験（Cy亡otOxidty　test）
　以上に述べたようにして集められた血清はtrypan
blue　dye　exclusion　cytotoxicity　test38・39）を用いて
検討された．すなわち，U字型マイクロプレートに5×
106／mZの細胞浮遊液と抗血清（被検血清），補体をマイクロ
ピペットで等量ずついれ，良く撹堅し，370Cで30分，5％
のCO2下でインキュベーションする．これに，0．1％トリ
パンブルー溶液を加えて血球計算盤に移し，顕微鏡下で判
定した．標的細胞には腫瘍細胞（KMT－17，　KMT－50）を
用い，対照としては正常ラットの胸腺や脾細胞を使用し
た．死細胞は青く染め出される・染まらない細胞でも死ん
でいるものがあるが，これは形態により容易に判定し得
た．死細胞の割合は次に示す計算式により算出される細胞
障害指数（Cytotoxic　Index：CJ．）で示した．
　　・エー婚期灘器編舗勉・…
　補体源には幼若モルモット全血清を用い，標的細胞に対
する自然抗体が少なく（10弩以下），補体力価が充分に高
いことを抗RW，抗腫瘍血清による細胞障害試験で検定し，
一70。Cに保存して使用した．
2・8　蛍光抗体法
　2・8・1　膜蛍光抗体法40・41）
　腹水型腫瘍細胞は移植後3日目のものを使用した．固型
腫瘍は0．4％トリプシンPBS溶液で処理し（37℃，10～
3Q分），浮遊細胞を作製した．いずれも，細胞数は5xIG6／
mZに調整した．胎児は同様にトリプシンで処理し，カ
バースリヅプを敷きつめたシャーレ内で10％fetal　calf
serum加Eagle’s　MEMにて培養し，カバースリップに
附着した細胞を使用した．
　染色は間接蛍光抗体法で行ない，抗RW血清および抗腫
瘍血清を陽性対照とし，陰性対照には正常ラット血清を用
いた・二次血清にはFITC一標識家兎抗ラットIgG（Miles
Lab．）を使用した・まず，細胞浮遊液0．1　m♂を小試験管に
取り遠沈する．上清を捨て一次血清0．1mJを加えて細胞を
再浮遊させ，峙々撹拝しながら40C　30分間インキュベー
トする．冷PBSで3回洗浄後，二次血清（10～15倍稀釈）
を0．1mJ加え40Cで30分間処理する・冷PBSで3回洗
浄後，グリセリンPBS（グリセリン1voL十PBS　9　vQl．）で
封入し，速やかに蛍光顕微鏡（日本光学製）にて観察した・
死細胞は非特異的に染まってくるが，これは明視野下にそ
の形態を観察し除外した．特異的に染色された細胞の比率
は次の計算式により算出されるFluorescent　Index（EL）
で示した．陰性対照には正常ラット血清をおいたが，二
次血清のみによる対照もおいて影響がないことを確めて
ある．
　　　（実験室の染色細胞％）一（対照群％）F．1．＝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x100　　　　　100一（対照群の染色細胞傷）
　2・8・2　組織蛍光抗体法
　腫瘍，胎児および正常組織（肝〉の組織切片を作製し，間
接蛍光抗体法で検討した．各々の組織は一70℃に冷却し
たn一ヘキサンを用いて急速に凍結，一70℃で保存，使用
に際してはクライオスタットで切片を作製した．
　このほかにアルコール・キシρ一ル系軟パラフィン包埋
と，アセトン・ベンゼン臣民パラフィン包埋の2方法によ
るパラフィンブロックを作製，4℃に保存，適宜切片を作
り使用した．いずれの切片も未固定，アルコール固定，ア
セトン固定，凍結乾燥切片と種々の条件について検討した．
各切片を一次血清（抗腫瘍血清，抗胎児血清）で被い，室温
で30分間インキュベート後，冷PBS中で5分ずつ3回洗
浄した・二次血清も同様の操f乍を行い，グリセリンPBS
で封入後蛍光顕微鏡にて観察した．陰性対照には，一次血
清として正常ラット血清を使用した．
2・9　免疫動物の抗腫瘍性に関する検討
　2・9・1腫瘍細胞の移植による検討
　前述（2・4・2，2・4・3）の胎児細胞免疫動物の背部皮下に
KMT－50細胞1x106個日接種し，腫瘍の成育を経時的に
観察した．
　2．g・2　伽栃〃。中和試験
　1×106個のK：MT－50細胞に，前項（2・4・2，2・4・3＞のご
とく胎児細胞で免疫されたWKAラットのリンパ節およ
び脾細胞を混ぜ，正常ラット背部皮下に移入，移植後8日
目の腫蕩重量：を測定した．腫瘍重量の測定に際し，腫瘍結
節周辺の脂肪組織その他の軟部組織を可及的に除去した．
リンパ節は腸間膜，腋窩およびそ径部，頚部のものを集め
て使用した．リンパ節，脾ともに抗RW血清作製の項で述
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べたよう・にしてリンパ球を調整した．リンパ球（e旋ctOf
cell）と腫瘍細胞（target　ce11）の比率（E／T比）は10：1，
50＝1，100：1の3点について検討した．さらに，腫瘍とリ
ンパ球の混合物を移入される動物の反応を除くため，致死
下線量のX一線照射（600R）を受けた動物を使用し42＞，同
様の実験を行なった．腫瘍の成育を経時的に観察，移植後
8日目の腫瘍重量を同様に測定した．得られた各数値は免
疫群と対照群，EIT比，リンパ節細胞と脾細胞などの項目
について，t検定を用いて検討された．
Table　2　Coηψ♂81π8雇4ψ8加rθπ孟の吻置。娚6勿
　　　　　薦貢げα彫ゴー8ηzう7二yo　58τα（・4E8）ゆ8プ
　　　　　7砂6α勿4αゐ30ゆが。π∫
Anti－sera AES（2） AES（4＞
3．研究成績
Target　cellsKMT－KMT－KMT－KMT一　．17　　　　50　　　　　　17　　　　50
　3・1　抗胎児血清の検討
　3・1・1　細胞障害試験
　4匹のラットで得られた抗胎児血清（anti－embryo
sera：AES　1－4）について，その結果をTable　1に示し
た．WKAラットの組織適合抗原に対するア・抗血清
（Anti－RW＞を陽性対照とし，陰性対照には補体のみの細胞
障害試験を用いた．腫瘍細胞，とくにKMT－50はいず
れのAESでも良く障害されるが，正常ラット脾細胞と胸
腺細胞は全く障害されなかった．
unabSQrbed
original　sera
abs．＊with　KMT－！7
　〃　norma1　Liver
　　　10days　Fetus
　・・　16days　Fetus
3＊＊
O
n．d。
n．d．
n．d．
71
13
64
70
32
7
2
n．d．
n．d．
n．d’
66
7
52
n．d．
36
Table　l　CoηψZβη38漉4｛少8加r8η孟（こy彦。孟。：τ’6勿
　　　　　’θ∫彦（ゾαπ診’一8η2ろ7ツ0581・α（AE8）’o
　　　　　㏄ノ1一∫π4鷹8♂ノ7ゐノー。∫αノ・coノ’zα5
＊：0．1mZ　of　AES　was　absorbed　with　O．1皿♂Qf
　　ce11　pellt　at　4QC．
＊＊：　Cytotoxic　index（C。エ）
n．d．＝　not　done
C．工．
100
80
60
Target　cells
KMT－17KMT－50
Sera も
月
雪
糞
器
も
是
雪
巽
超
Sp
も
慧
塁
Thy
糞
質
雪
AES（1）
AES（2）
AES（3）
AES（4）
14．8＊＊＊　0
14．8　　4．5
1．2　　0
13．2　　2，3
68．9
77．8
82．9
63．3
0
0
0
0
2
0．4
68
0．8
0
0
0
0
40
20
Anti－Rw　69．3　n．d．　85．6　n．d，　92．7　　n．d．
　＊：　unabsorbed　original　sera
＊＊＝1mZ　of　sera　was　absorbed　with　1．7×！08　KMT－
　　　ce11S。
＊＊＊＝　Cytotoxic　Index（C．1．）
Sp：　Spleen　cell
Thy：Thymus　cell
Anti－Rw：Alloantisera　induced　in　Buf［alo　rats．
n．d．；　not　done
0
Target　ce11　＝　KMT－50
　Table　1，　Table　2，及びFig．1に示されるように，吸
収試験ではK：MT－17，　KMT－50，16日胎児に吸収活性が
みられるが，正常ラット肝および10日胎児には活性はみ
られなかった．また，この細胞障害試験ではKMT－17と
　　　　　　　　　　 unabs　　　1／16・　1／8　　　　1／4　　　　1／2　　　　1／1　★
Fig。1　Cytotoxicity　test　of　anti－embryo　sera（AES）
　　　　after　serial　and　quantitative　absorption　with
　　　　tumors．
＊lOne　volume　of　sera　was　absorbed　with＊×1vo1．
　　of　KMT－17（○）or　KMT－50（●）at　4。C　for　30　mi－
　　nutes．
KMT－50の間に差がみられた（Table　1）．　K：MT－17は
AESで障害されにくいが，　AESで処理されたKMT－17
とKMT－50は同程度の細胞凝集を示した．
　さらに，定量的吸収試験では，Fig．1に示すように
KMT－17とKMT－50の間に，吸収活性の差はみられな
かった．
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　　　　　　　　　Fig．2　Membrane　immuno且uorescence
KMT－50　cells　were　stained　positively　with　anti－ernbryo　seraぐA，　arrows）
and　anti－tumor　sera（B，　arrows），　and　negatively　with　normal　adult　sera
（C，ar；rows）which　were　cytotoxic　against　tumor　cells．
　3・1・2　蛍光抗体法
　組織レベルでの蛍光抗体法では凍結ブロック，軟パラフ
ィンブロックいずれの方法を用いても，腫瘍細胞および胎
児組織にはAESによる特異蛍光が証明されなかった．
　生細胞を用いての膜蛍光抗体法ではFig．2に示すよう
に特異蛍光が．見られ，その染色様式は断続的なリングを示
すものであった．また，Table　3に示す如く，細胞障害試．
験と同様，KMT－50はKMT－17よりも良：く染まった・
しかし，抗．腫瘍血清によ．る染まりが，かなりリングに近
い（Fig．2，　B）のと比べると，強く染まる部分が少なかっ
た．
Table　3ハ撮め1一αη6ガノ．’．〃・．L麗π（捉加・7層ω6召ノzo8
　　　　　　τσ露んノ生E5
C．1．
10．
8’
60
40
KMT－17 KMT－50
20
AES（1）
AES（2）
AES（3）．
AES（4）
41＊
17
25
25
59
66
68
73
0
●
●
　　●
・：8
3§
　●●●
馨講紛3
●
●
Targe仁　ce11　召　KMT－50
●　●
●
●●　　　　　●
83．．
：3●
●●@　●●
●
●
●
●
●
●
●
●
●　　・
●●
　●　　●
●●
●
●
●
★．虎
●
●
●
★★歯
．anti－RW 91 88
＊：FluOrescenCe　lndex（RI．）
3・2　多経産ラット血清の検討
3・2・1　細胞障害試験
経産ラット血清は腫瘍細胞．に対し高度の障害を示し，妊
　　　　NRS敦　Para　〔1）　（2）　〔3）　　〔4〕　（5）　　（6）　　〔7く〕
　Fig．3　CQmplement　dependent　cytotoxicity
　　　　　　of　normal　and　multiparous　sera　of
　　　　　　WKA　rats　against　KMT－50．
　．＊：Nor皿al　ra亡sera（maユe．and　virgin　fe加aユe）
＊＊＝BufEalo’s　serum　of　para（5）
＊＊＊：Serum　of　a　WKA　rat　bearing　spontaneous
　　　　mammary　car．ClnOma
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Fig．4　Complement　dependent　cytotQxicity
　　　　　　　of　parous　sera　in　late　gestation　and
　　　　　　　post　partum．
Fig．6　Complement　dependent　cytotoxicity　of
　　　　　　　　multiparous　serum　after　serial　and
　　　　　　　　reciprocal　absorption　with　tumor．s．
＊：1m♂of　sera　was　absorbe．d　with　KMT－17
　　　　（●，▲）and　KMT－50（○，△）cells　of＊×107，
　　　　serially．
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＊＊．
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Normal　rat
Serum　of　a　WKA　rat　bearing　spontaneous
mammary　CarClnOma．
Compleme．11t　dependent　cytotoxicity
of　normal　and　multi－parous　sera　of
WKA　rats　against　KMT－17．
　　　　 　sera〔male　and　virgin　female）
　Fig．7　Complement　dependent　cytotoxicity
　　　　　　　　of　multiparous　sera　after　absorption
　　　　　　　　　with　embryo．
＊：Multiparous　sera　were　absorbed　with　equal
　　　volum 　of　embryo（＊±0．5　daγs　after　mating）．
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娠回数に比例して上昇する傾向が見られた（Fig．3）．妊娠
末期1血清と出産後30日目の1血清とを同一個体で比較する
と，後者で抗体価の低下が見られた（Fig．4）．　Mpsでも
AESと同様にK：MT－50の方が感受性が高く，　KMT－17
との間に差がみられた（Fig．3，5）ために定量的吸収を行
った・KMT－50に対する障害性の強いMPS　5種につい
て得られた結果はほぼ同じで，その1例をFig．6に示し
た．ここでもAESと同様にKMT－17，　KMT－50は同じ
吸収活性を示し，標的細胞と吸収細胞をかえてreciprocal
に行っても結果は同様であった．
　次に胎児細胞の吸収活性を検索したところ13．5～14．5日
胎児に弱い活性があり，16．5日胎児には強い活性があった
（Fig．7）．しかしながら，14日および16　E［の胎盤には吸収
活性が全くみられなかった（表示せず〉．また，1例ではあ
るが検索し得たBuffaloラットのMPSは，　KMT－50，
KMT－17，　WKAラット胸腺細胞に対して障害性を示さ
なかった（C．1．は各々5．5％，4．5％，0％）．
　対照として正常ラット血清（雌の場合は，virginの血清）
を検索したところ（Fig．3，5），腫瘍細胞に対して障害性を
示すものがかなり見られた（KMT－17では3／34，　KMT－50
では8／37が20弩以上のC．1．を示した・
　3・2・2　蛍光抗体法
　抗胎児血清と同様，組織切片ではいずれの方法を用いて
もMPSによる特異抗原の検出は不可能であった．
　膜蛍光抗体法ではAESとほぼ同様の染まりを示した
が，AESよりも染まる部分が少ない傾向が見られた・蛍
Table　4　M6〃z∂ノuη8ゴ捌7襯π〔～伽or8∬8η68
　　　　　漉漉〃雇妙αプ。μ∫α煽ηoブ〃多αz
　　　　　WK五π話58名αα9厩η∫‘㏄A一
　　　　　腕4鷹64勲プ05αプω”zασθ♂♂5
光陽性細胞の割合は一般に前述の細胞障害試験よりも少な
い傾向にある（Table　4）．また，細胞障害試験で強い障害
性を示す正常ラット血清を用いて膜蛍光抗体法を行った
が，Fig．2－cに示すごとく，腫瘍細胞は全く染まらな
かった．
3・3　胎児免疫と腫瘍抵抗性
　加餐ooの中和試験あるいは腫瘍のchallengeでは，移
植された腫瘍が100弩生着する最小の細胞数で行われる方
が，弱い免疫力でも検出できる可能性がある．そこで，腫
瘍細胞（KMT－50）の最小致死量（minimal　lethal　take
dose）を検討した，　Fig．8に示したように1×106個を
WKAラット背部皮下に移植した場合11／11が，5×106
では10／11，1×107では11／11が腫瘍を生着し，その増大
により遂には腫瘍死に至った．1×106以下の細胞数では致
死率がかなり低いことがわかっていたため実験を省略し
た・この結果より，移植実験では1×106個の腫瘍細胞を
用いても良いことが確認できた．
ユ2★
10
8
6
4
2
0
［』
L1．
　　璽一1
Target　cells
一幽嘘一 P
一　1xloG
一一一 TxloG
－10x10b
KMT－17　KMT－50　Thy
L一一一一一一一一一一一曽一卿一一一Reject．
MPS（1）
MPS（2）
11＊（33）＊＊　　　51＊（81）＊＊　　n．d．
n．d．　　　　　　29（63）　　　　　0
　　　12　　14　　16　　　18　　20　　22　　　24　　　26　　’28　★六
　　Fig．8　Survival　curves　after　KMT－50
　　　　　　transplantation
＊：Number　of　rats　which　were　transplanted
　　with　KMT－50　subcutaneously　and　surviving
　　at　the　date．
＊＊：Days　after　tumor　transplantatiQn
NRS（1）
NRS（2）
5（6）
0（83）
2　　　　　　0
0（74）　　　n．d．
Anti－RW
Anti　KMT－17
Anti　KMT－50
90
86
78
100
90
90
n．d．
n．d．
n．d．
こ：畿欝鑑誌面…・・h一一
MPS：Multiparous　sera
NRS：Normal　rat　sera
Thy＝Thymus　cell
n．d．＝　not　done
　3・3・1胎児免疫宿主における同系腫瘍移植
　前述のような胎児組織の頻回免疫をうけ，その血清が
嘱目彦π）で同系腫瘍細胞に対して細胞障害陽性かつ蛍光抗
体法陽性を示した動物に，同系腫瘍を1x106移植しその
takeを観察した．胎児免疫動物は腫瘍移植を拒絶しなか
ったのみならず，その増殖経過も対照群のそれと差を見出
し得なかった．
　3・3・2　胎児免疫脾細胞による中和試験
　免疫効果の増強を期待してFreund’s　complete　adju－
vantを併用して免疫した実験結果はTabIe　5に示した・
各群2匹のラットより脾細胞を集めて使用し，E／T比も
！0；1，5011，100＝1の3点につき検討した．ここでは対照
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Tahle　5一切ηoη6襯π1旧聞。η’65‘9ブ孟z侃0”ご8♂」5∂ly功♂ビθπC詔5
カη〃δ7窺5zσ痂σんτり8r6∫η〃㍑痂潔4翻彦ん8〃‘みそyooθ♂Z5
Effector　cell＝Target　cell（EIT）Ratio
Exp． ImmUniZatiOn
100：1 50＝1 1011
14days　Embryo十FCA＊＊
2．0
　　1．4±0．9＊
0．8
2．3
　　1．8±0．7
1．3
1．1
　　L5±0．6
1．9
A
Liver＊＊＊十FCA
1．5
　　1．2±0．4
0．9
2．7
　　1．7±1．5
0．6
1．9
　　2．3±0．5
2．6
16－18days　Embryo十FCAn．d．
3．8
　　3．2土0．8
2．6
1．9
　　2．3±0．5
2．6
B
PBS十FCA
2．9
　　2．2±1．1
1．4
LO
　　1．4±0．6
1．8
32
　　3．2±0
3．2
　＊：
＊＊：
＊＊＊：
Mean　value±standard　deviation　of　3　tumor　weight（gm）at　8　days　after　transplantation
Freund’s　complete　adjuvant
Liver　homogenates　of　a　normal　adult　rat
Table　6　1πτ掬。／z　8婚堀詑α6ガ。π彦8∫孟げ伽フ‘o’『c8ZZ∫ろッ
　　　　　功Z8θπαπ諺Zツ〃ψ1zπ048　c6〃5！7η〃z　7窃∫τσ1擁61L
　　　　　ωθアで伽〃耀π認84τ嘘ん8〃め7：yoごθZ♂5
Immunized
　with E／TRatio
Lymph　node　cells Spleen　cells
Exp．　A Exp．　B Exp．　A Exp．　B
Embryo＊＊
100：1
50＝1
79±1．7＊
10，8±1．3
5．2±2．4
7．0±0．5
9．3±5．7
12．3±2．3
12．0±4．3
6．3±1，3
Liver＊＊＊
100＝1
50：1
9．2±3．4
8．9±3．8
6．6±2．2
6．8±3，8
9．3±3．9
8．8±5．2
10．5±4．0
9，3土0．7
　＊：Mean　value±standard　deviation　of　3　tumor　weight（gm）at　8　days　after　transplantatlon
　　　of　tumOls
＊＊＝14－16days　embryo　cells（X－irradiated，1，000　R）
＊＊＊：Liver　homogenates　of　an　adult　normal　rat（similarly　irradiated）
群と比較しても明らかな差は見出しえず，期待したような
腫瘍の中和といった強い反応は示されなかった．
　Table　6はX線照射胎児細胞で免疫し，同じく致死下
線量のX線（600Rメ2）を照射した動物で行った中和試験
の結果である．免疫群，対照群ともに2匹の脾細胞を集め
てEIT比が50：1，100二1の2点について検討した．実験
は2回行い（Exp．　AおよびExp．　B），3匹の腫瘍重量の
平均値±標準偏差値が示された．Exp．　AとExp．　Bは同
一条件の実験であり，両方に同じ傾向があれぽ母集団も12
匹と多いのでかなり信頼性のある検定ができる．t検定で
はE／T比50：1のリンパ節細胞で，胎児免疫群と正常肝
免疫（対照）群の間に有意差がみられた（t14．1681＞3．2501
P〈0．01）．しかしリンパ節でも100；1では有意差はなく，
その他のどの組み合わせでも有意差はみられなかった．
4．総括および考案
WKAラッ1・に誘発したMCA一線維肉腫細胞におけ
る胎児性抗原の発現と分布を，抗胎児血清および経産ラッ
ト血清を用いて検討し，腫瘍細胞表面にその存在を確認し
た．さらに，胎児で免疫したラットの腫瘍抵抗性を検討し
たが，腫瘍移植を拒絶するような強い効果は得られなか
った．
　化学発癌剤で誘導されたKMT－17，　KMT－50の腫瘍細
胞膜には胎児抗原が存在することが確認されたが，膜蛍光
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抗体法では抗RW，過免疫抗腫瘍血清がほぼringに近く
染まるのに対し，AESおよびMPSではかなり不連続な
リング状の染まり（patchy）を示した．この事実は抗原の分
布状態そのものをあらわしていると考えられるが，測定に
用いた抗血清の抗体力価の差異も考慮されなければならな
い・免疫電顕法を用いて酵素抗体法あるいはフェリチン抗
体法で観察した結果では，RW抗原，腫瘍抗原に比べて胎
児抗原の分布が極端に少ないという所見は得られておらず
（上野ら，未発表），検出感度の問題および後述するような抗
体のクラスの問題も検討されなければならないと考えてい
る．Baldwin　6’α♂．6）やBaldwin　and　Vose43）は，多経
産ラット血清を用いて抗原の分布を調べ，13～17日のラッ
ト胎児に血清と反応する抗原が存在することを確認してい
る・今回の検索では，抗胎児血清は14～18日胎児を用い
て作ったものであり，AESおよびMPSの吸収実験結
＝果からみるとBaldwin麗αZ．6）の唱えるphase　speci丘c
fetal　antigenに相当するものをみているものと考えら
れる．Ishimoto　6彦αZ．44）もマウスで12日胎児に出現し
16日で最高値をとり，出生まで続く抗原を胎児の消化管，
肺，腎，皮膚に抗腫瘍アロ血清を用いて証明している．我々
も，この抗原が胎児ではいかなる部位に存在するのかを確
かめるべく，胎児組織切片を過免疫抗腫瘍血清，AESお
よびMPSを用いて蛍光抗体法を行ったが特異蛍光は示
されなかった．これは組織の固定，切片作製および染色な
どの過程で胎児抗原の抗原性が失活あるいは抽出されるた
めであろうと考えられる．
　ここで細胞障害試験で正常WKAラット血清が腫瘍細
胞に対して高い障害性を示したという奇妙な現象につい
て述べておかなけれぽならない．これらの正常ラット血清
は，抗IgGを用いた腫瘍細胞の膜蛍光抗体法を行なって
も腫瘍細胞は蛍光陽性とならず，AESやMPSを使用し
た場合と明らかに異なった所見が得られている・このよう
な未処置動物血清のもつ細胞障害性については，一種の自
己抗体とみる考え方がある．腫瘍に対するauto－antibody
はBoyse　8’α♂．45）をはじめとして報告がある44・46）．　Martin
and　Martin47）はimmune　surveillanceの概念にたち，
絶えまなく生体内でおこっているであろう新生物（nas－
cent　tumor）に対し生じるauto－antibodyを想定し，正常
マウスの血清を細胞障害試験で検索した・彼らによればこ
の様な自己抗体は抗体価が低いので蛍光抗体法では検出で
きないが，家兎血清のように力価の高い補体源を使って細
胞障害試験を行えば高率にみつかるという・今回，WKA
ラット正常血清に見られた現象がどういつだ意味をもつの
か興味深いことであり今後の課題であると考えている．
　一方，今回証明されたような胎児抗原と腫瘍の関係は以
前から注目されており，胎児による免疫で腫瘍に対する移
植抵抗性を誘導しうるという報告16・34・35・48～50）と否定的な
報告37，51～54）とがある．経産動物のリンパ球を用いた実験
でも，fηη油ηでは腫瘍に対する障害性が良く示されてい
るが，adoptive　transferなどの∫η漉び。の系では成功し
ていない19・20，24・55）．
　今回の実験では胎児性抗原に対する抗血清の作製に成功
し，1η碗mでは腫瘍細胞に対する血清の細胞障害性が証
明され，蛍光抗体法により腫瘍細胞表面の胎児性抗原の存
在を確認しながらも，腫瘍に対する細胞性免疫の誘導は証
明できなかった．このような相違に関しては検出感度の問
題が第一に考えられる．加τ，珈ηの方法は理想的な条件を
整えて行うため，ごく弱い反応でも陽性となり得るが，
加瞬び。ではかなり強い反応が生じ腫瘍細胞を破壊しな
ければ腫瘍の消失，すなわち拒絶としては把えられない可
能性がある．
　一方，宿主側の問題としてTamerius　6薦Z．22），　Nep・m
8’αZ．23）のli昌える抑缶ll因子（blocking　factor）の存在があ
る．胎児抗原に対して生じた血清抗体が抗原抗体複合物を
作り，かつ，抗原過剰の状況で可溶性となり血中に存在し，
細胞性免疫の作動をブロックしていることも考えられる19・
20・24・55）・この場合，血中に大量の腫瘍抗原（胎児抗原も含
めて）が遊出する原因として腫瘍の壊死，膜表面からの抗
原の自然な脱落（spontaneous　shedding），免疫学的攻撃
による腫瘍細胞の破壊などが考えられている15・37，56157）．
　さらに第3の因子として胎児抗原が細胞表面より脱落し
易い抗原であったり12・56・57），あるいは細胞周期の中で特定
の時期に多く細胞表面に発現される58～60）性格を有すると
いうような細胞側の問題が考えられ，標的となる細胞抗原
としては不充分なものであるためかも知れない・最：後に，
マウスの実験では胎児抗原に対する反応の強さが，系統に
よって異なるという報告16）もあり，実験に使用される動物
の免疫学的な遺伝背景も考慮されなければならない．
　本研究では腕τ加。の中和試験に於いて，免疫効果を増
すためにFreund’s　complete　adjuvantを使用したり，
FCAの影響61，62）を除き，かつ，胎児抗原の抗原性を保つ
ためにX一線照射を行って細胞を静止させた34・35）が，腫瘍
の完全拒絶といった強い免疫効果は得られなかった．
　胎児抗原にも様々なものがあり，癌と交叉反応性をもつ
胎児抗原をAlexanderはその免疫原性に重点を置いて分
類している63・64）．癌との関係では自己に対して免疫原性を
もつ抗原であることが，その応用面からして一層重要性を
増すものであると考えられる．
　今回，近交系ラット間で抗胎児血清を作製し，さらに経
産ラット血巳清も用いて腫瘍との関係を検討し，癌細胞に正
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常成体細胞には存在しない胎児性抗原のあることが証明さ
れた．この抗原は診断上役立つばかりでなく，癌発生の機
序と関連して極めて興味あるものと考えられる・さらに，
癌に対する宿主の反応性および自己免疫に関連する抗原と
して，今後，更に検討されるべき課題と考えている．
5．結 論
　WKAラットにおいて化学発癌剤methylcholanthrene
誘発線維肉腫（KMT－17，　KMT－50）を用いて胎児抗原の
発現と，その移植抗原としての役割を検討して次の成績を
得た．
　1）！4～18日正常ラット胎児を用いて同系ラット腫瘍と
交叉反応性のある抗血清を作製することができた・
　2）この抗血清で検出される抗原はKMT－17，　KMT－
50の細胞膜に存在し，両者の吸収活性は同じであった・同
様の抗原は16日胎児にも存在するが10日胎児および，成
熟正常肝および胸腺細胞には存在しなかった．
　3）経産ラット並1清中にはKMT47，　KMT－50と反応
する抗体が含まれており，妊娠回数の増加につれて抗体価
も上昇する傾向があった・さらに，この抗体は16．5日胎児
で強く吸収され，13．5～14，5日胎児の吸収活性は低かっ
た．また，正常胸腺細胞に対しては障害性を示さなかっ
た．
　4）同系正常ラット血清中にも腫瘍細胞に対して細胞障
害を示すものが見られたが，これはMPSと異なり，蛍光
抗体法では証明されなかった．
　5）胎児細胞を用いて免疫することで同系移植腫瘍に対
する抗腫瘍性の誘導を試みたが，対照群との間に差はな
く，少なくとも腫瘍の拒絶といった強い免疫反応を作るこ
とができなかった．
　このような癌細胞における胎児性抗原の発現はかなり広
く癌細胞全般に存在するものと考えられ，癌の発現機構に
極めて興味ある課題を提供するものと考えられる．また，
実用的には癌の診断への応用があり，さらに，本研究では
拒絶をおこすほどの強い反応は確認されなかったが，癌に
対する宿主の抵抗性にかかわる何らかの意義を有するもの
と考えられる・
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